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Abstract of EP 001 1243 (A1) 

1 . Process for the isolation of membrane proteins from Neisseria meningitidis which comprises treating 
the organism with the aqueous solution of a detergent in a concentration of 0.1 to 2% w/v for 15 
minutes to 24 hours, allowing the mixture to stand, optionally with agitation, separating the extract from 
the bacterial residue and optionally carrying out a further purification. 
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(g) Verfahren zur Herstellung von Membranproteinen aus Neisseria meningitidis und diese anthattende Vaccine. 

@ Es wird ein Verfahren zur Gewinnung von Membranpro- 
teinen aus Neisseria meningitidis durch Behandlung mit 
einem Detergenz sowie etne diese Membranproteine enthal- 
tende Vaccine beschrieben. 



CM 



Ul 



Croydon Printing Company Ltd. 



001 1243 



-1" 

BEHRINGWERKE AKTIENGESELLSCHAFT HOE 78/B0 18 Dr.HA/Pa 

Verfahren zur Herstellung von Membranproteinen aus 
Neisseria meningitidis und diese enthaltende Vaccine 

Die Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur 
Herstellung von Membranproteinen aus Neisseria meningiti- 
dis sowie eine diese Membranproteine enthaltende Vaccine, 

Der Erreger der Meningitis cerebrospinalis epidemica ist 
die Neisseria meningitidis, auch Meningokokkus genannt. 
Die durch Tropf cheninf ektlon ubertragbare Genickstarre 
Oder Hirnhautentziindung tritt vor allem bei Kindern und 
Personen in Masseaquartieren auf . Es besteht deshalb ein 
Bediirfnis, gefahrdete Personengruppen zu immunisieren . 

Nach vorliegenden Erkenntnissen ist das wichtigste Membran- 
protein (Major outer Membrane protein) der Neisseria menin- 
gitidis in der Lage, bakterizide Antikorper zu induzieren. 
Diese bieten einen serologisch typenspezif ischen Schutz 
gegen die Erkrankung, Andere Komponenten der Neisserien, 
insbesondere die Kapselpolysaccharide der Neisserien 
Gruppe A und c konnen einen gruppenspezif ischen Schutz 
bewerkstelligen. Sie induzieren jedoch nicht einen wirk- 
samen Schutz gegen Neisserien der Gruppe B. Auch fehlen 
Hinweise dafiir, daB das Kapselpolysaccharid der Gruppe B 
einen solchen Schutz induzieren kann. Deshalb sind die 
Membranproteine der Neisseria meningitidis Gruppe B von 
besonderem Inter esse. 
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Fur die Herstellung einer Vaccine ist es erf orderlich, 
Membranprotein aus Neisseria meningitidis Gruppe B in 
ausreichender Menge zu gev?innen. Das von Frasch in 
Bact. 127, 973 - 981 (1976) beschriebene Verfahren fiihrt 
zu einem brauchbaren Praparat. Die Ausbeute nach diesem 
Verfahren liegt jedoch an der unteren, wirtschaf tlich 
vertretbaren Grenze- Das Wesen des Verfahrens nach Frasch 
besteht darin, daS Keime der Neisseria meningitidis mit 
Salzlosungen (CaCl^-oder LiCl-Losungen) zunachst ge- 
waschen und der Extrakt anschlieSend mit Desoxycholat 
behandelt wird. Wie bereits erwahnt, fiihrt dieses Verfahren 
jedoch 2u einer schlechten Ausbeute. 

Es wurde nun liberraschend gefunden, daB die Ausbeute 
V7esentlich erhoht werden kann, wenn die Keimmasse einer 
direkten Behandlung mit Detergenzien unterzogen wird. 
Das erf indungsgemaB gewonnene Material unterscheidet 
sich nicht erkennbar von Membranproteinpraparaten nach 
Frasch. Es besitzt die gleichen elektrophoretischen 
Eigenschaften in SDS-haltigen Puf f erlosungen . Sein Endo- 
toxingehalt ist mit dem nach Frasch erhaltenen Material 
ebenso vergleichbar wie seine Fahigkeit, schutzende 
Antikorper in Tieren zu induzieren. 

Gegenstand der Erfindung ist demnach ein Verfahren zur 
Herstellung von Membranprotein aus Neisseria meningitidis, 
insbesondere solcher der Gruppe B, dadurch gekennzeichnet, 
daB man diese mit der waBrigen Losung eines Detergenz in 
einer Konzentration von 0,1 % bis 2 % fiir 15 Minuten bis 
24 Stunden, ggf . unter Bewegung, stehen laBt, den Extrakt 
vom Bakterienruck stand abtrennt und gegebenenf alls weiter 
reinigt* 

Als Detergenz wird bevorzugt Desoxycholat, insbesondere 
in seiner relativ leicht wasserloslichen Form des Natrium- 
salzes verwendet. Die Konzenztration des Detergenz von 
0,1 bis 2 % bezieht sich auf das Gewicht des Detergenz. 
in Gramm pro Volumen in ml* Das Verbal tnis von feuchter 
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Bakterieniiiasse zur Detergenzienlosung liegt vorteilhaf 
bei 1:3 - 1:20, vorzugsweise 1:5 (w/v) . 

Sofern als Detergenz Natriumdesoxycholat verwendet wird, 
5 wird dieses in einer Kcnzentration von 0,3 % bis 1 % in 
einer waBrigen L6sung verwendet. Als waBrige L5sungen 
koimnen vor allem die in der biocheraischen oder mikro- 
biologischen Praxis ublichen Puf f erlosungen in Frage. 

O Als Ausgangsmaterial wird die nach bekannten Verfahren 
erhaltliche Kultur der Neisseria meningitidis gewonnen 
und die Zellmasse vom Nahrbodeniiberstand abgetrennt. 
Vorteilhaft ist hierfiir die Zentrif ugation . Der Zentri- 
fugenruckstand wird in der detergenzhaltigen L6sung 

5 suspendiert und erf indungsgemaB eine Zeitlang stehen 

gelassen. Danach wird der Extrakt von dem Zellruckstand 
abgetrennt. Vorteilhaft ist hier ebenfalls die Durchfiih- 
rung einer Zentrif ugation. 

t)ie Temperatur, bei der die Extraktion ausgefuhrt wird, 
!0 wird nach unten durch den Gefrierpunkt der verwendeten 
Losungen begrenzt. Die obere Grenze ergibt sich durch 
den Verlust der Iimnunogenitat der Membranproteine durch 
Hitzedenaturierung. Daher empfiehlt es sich, im Tempe- 
raturbereich zwischen Raumtemperatur und etwa 60°C zu 
>5 arbeiten. 

Der Extrakt kann gewiinschtenf alls weiter gereinigt werden. 
Es ist zweckiuaBig, hierzu zunachst den bei Ultrazentri- 
fugation gewinnbaren Riickstand einer nochmaligen Extrak- 
O tion mit der detergenzhaltigen Losung zu unterwerfen 

und diese Extraktion gewiinschtenf alls nochmals zu wieder- 
holen. Dabei wird jeweils der Ultrazentrif ugationsiiber- 
stand verworfen und der Riickstand in der detergenzhaltigen 
wSBrigen Losung suspendiert. 
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Eine Anreicherung bzw. Reinigung ist auch mit in der 
Biochemie iiblichen Fallungsmitteln fur Proteine und 
en-tsprechende Antigene moglich. So kann das Neisseria 
meningitidis-Antigen durch Zusatz von beispielsweise 
5 4 Volumenteilen Xthanol gefallt und die Fallung in 
wassriger Losung wiederauf genommen werden. 

Das steril filtrierte und evtl . gef riergetrocknete 
Neisseria meningitidis-Antigen ist geeignet, schutzende 
10 Antikorper gegen den Erreger zu induzieren. 

Dieses Antigen kann mit Adjuvantien, stabilisierenden 
Zusatzen, Fiillstoffen und ahnlichen Substanzen, wie sie 
bei der Vaccineherstellung liblicherweise Anv7endung finden, 
15 versetzt werden. 

Die Membranproteine entfalten eine immunogene Wirkung, 
Eine die erf indungsgeinaB herstellbaren Membranproteine 
in einer immunisatorisch wirksamen Mange enthaltende Vacci- 
ne stellt im besonderen den Gegenstand der Erfindung dar. 
Die Vaccine kann in einer Dosierung von etwa 10 - 200 |.ig 
pro Dosis verabreicht werden • 



Die Erfindung soil an nachstehenden Beispielen naher er- 
lauert werden: i 



Beispiel 1 
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300 g Keimnasse (NaBgewicht) von Neisseria meningitidis 
Gruppe B, Stanun 986, vmrden in 1500 ml Natriumdesoxy- 
cholatlosung (0,5 % Natriumdesoxycholat in 0,01 M Tris- 
HCl, pH 8.5, 0,01 M EDTA), die vorher auf 60° C gebracht 
worden war, resuspendiert und 15 Minuten in einem Wasser- 
bad (56°C) gehalten. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifu- 
gation zur Abtrennung der Keimmasse (Sorvall GSA Rotor, 
10 000 U/Min.). Der Riickstand wurde anschlieBend wie oben 
nochmals mit Natriumdesoxycholatlosung 15 Min. behandelt 
und der zweite Uberstand nach erneuter Zentrif ugation 
mit dem ersten Uberstand vereinigt. Die vereinigten Uber- 
stande v/urden dann in einer Beckman L 75 Zentrifuge bei 
40 OOO U/Min. in einem 4 5 Ti Rotor 60 Min. geschleudert . 
Das Sediment wurde in 150 ml Natriumdesoxycholatlosung 
suspendiert und iiber Nacht bei 4°C geruhrt. 

Zur Weiterreinigung wurde die Suspension am nachsten Tag 
in einem Wasserbad (56°C, 15 Min.) erhitzt, erneut in 
der Ultrazentrifuge wie oben (Rotor 4 5 Ti 40 000 U/Min, 
60 Min.) geschleudert und das Sediment in 150 ml Natrium- 
desoxycholatlosung resuspendiert. Zur Resuspension wurde 
ein Ultrasonic Cleaner der Firma Laboratory Supplies Co., 
Incr Hicksville N.Y., USA, verwendet. Aliquote i. 50 ml 
VTurden jeweils 3 Minuten beschallt und anschlieBend ver- 
einigt. Partikuiares Material wurde durch eine abermalige 
Zentrifugation (Sorvall, SS-34 Rotor 20 000 U/Min., 20 Min.) 
abgetrennt und der Uberstand filtriert. Das Membranprotein 
wurde anschlieBend durch Zusatz von 600 ml 96 %igem Atha- 
nol steril ausgefallt und 60 Min. stehengelassen. Die 
Fallung wurde durch Zentrifugation (Sorvall, GSA Rotor) 
gewonnen, einraal mit 100 ml Athanol gewaschen und an- 
schlieBend in 150 ml 5 %iger Raffinose steril aufgenommen 
und iiber Nacht bei 4°c geruhrt. 



Die optische Dichte (O.D.) des Materials (280 nm) wurde 
bestimmt und durch Zusatz von 5 %iger Raffinose auf 
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O.D. ^o^^^'* • 2 eingestellt. Dieses Konzentrat wurde dann 
280 

in ublicher Weise zu einer Vaccine verarbeitet. 
Zur Bestimmung der optischen Dichte wurde ein aliquoter 
Teil unter sterilen Bedingungen entnoininen, mit 1 Vol. Trichlor^ 
essigsaure (ICA) (10 %ig) gefallt, die Fallung in 5 %iger 
TCA gewaschen und in 1 M KOH auf genommen . 

Beispiel 2 

50 g KeimiTiasse wurde wie in Beispiel 1 auf gearbeitet , 
aber statt 0,5 % Natriumdesoxycholat wurde eine Losung 
mit 0,1 % Natriumdexoxycholat verwendet. Die Ausbeute 
betrug 0,8 mg/g Zellmasse, wahrend die Ausbeute nach 
Ausflihrungsbeispiel 1 2.3 mg/g betrug. 

Beispiel 3 

50 g Keimmasse wurde wie in Beispiel 1 auf gearbeitet , 
aber statt 0,5 % Natriumdesoxycholat wurde eine Losung 
mit 2,0 % Natriumdesoxycholat verwendet. Die Ausbeute 
betrug 2,2 mg/g Zellmasse, wahrend die Ausbeute nach 
Ausfuhrungsbeispiel 1 2.3 mg/g betrug. 

Beispiel 4 

50 g Keimmasse wurde wie in Beispiel 1 auf gearbeitet , 
aber statt 0,5 % Natriumdesoxycholat in O,01 M Tris-HCl- 
0.001 M EDTA wurde 0,5 % Natriumdesoxycholat in a) 0,1 M 
Phosphatpuffer, pH 7.8, b) Hepes Puffer (0,1 M, pH 7.8) 
Oder c) 0.1 M Natriumcarbonatpuffer, pH 8.5, verwendet. 
Die Ausbeuten variieren zwischen 1,8 mg/g und 2.5 mg/g. 

Beispiel 5 

Entsprechend Beispiel 1 wurde die Extraktion mit weiteren 
Detergenzien ausgefuhrt. Die Ausbeuten zeigt folgende 
Tabelle: 
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Deterqenz Konzen-bration Ausbente (mg/g NaBgewicht ) 

Harnstoff 4 M 1.2 

Einulphogen 1 % ^ ^ • ^ 
(GAF Corp,) 

^ Tween 20 ^ 2.6 

Triton- X 100 1 % 2,7 



Paten tansprtiche : 
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1. Verfahren zur Herstellung von Membranproteinen aus 
Neisseria meningitidis dadurch gekennzeichnet , daB man 
diese mit der v^assrigen Losung eines Detergenz in einer 
Konzentration von 0,1 bis 2% w/v fiir 15 Minuten bis 

5 24 Stunden, gegebenenf alls unter Bev^egung, stehenlaBt, 
den Extrakt vom Bakterienruckstand abtrennt und ggf . 
weiter reinigt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1,dadurch gekennzeichnet , 
daB als Neisseria meningitidis ein Stamm der Gruppe B 
verwendet v/ird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB als Detergenz Desoxycholat verwendet wird. 

15 

4. Vaccine gegen Meningitis cerebrospinalis epidemica, 
gekennzeichnet durch den Gehalt einer wirksamen immuni- 

sierenden Menge eines nach dem Verfahren der Anspriiche 1 , 
20 2 Oder 3 erhSltlTchen Membra'nproteins . 
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